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(57) Abstract 

Therapeutic agents constituted by or containing antagonists or partial antagonists of human interleukin-4, hIL-4 mutant 
proteins and a process for producing the same are disclosed. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft therapeutische Mittel, die Antagonisten oder partielle Antagonisten des humanen Interleukin 4 sind 
Oder diese enthalten, hIL-4-Mutantenproteine sowie Verfahren zu deren Herstellung. 
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MENSCHLICHE IL-4 MUTANTENPROTE I NE 



Breite Bevol kerungsschi chten leiden heute an Allergien. Die zu- 
nehmende Luf tverschmutzung und die zunehmende Zahl an diffus in 
der Umwelt vorhandenen, al lergieauslosenden Substanzen last er- 
warten, da8 die Zahl der Erkrankungen , insbesondere bei Kindern, 
in Zukunft noch weiter steigen wird, Deshalb ist es dringend 
notwendig, Medikamente zu entwickeln, die in den Ablauf aller- 
gischer Prozesse eingreifen konnen. 

Humanes Interleuki n-4 (hIL-4) ist eines unter den zahlreichen 
Cytokinen, die die Proliferation, die Reifung, das uberleben und 
die Diff erenzierung lymphoider und myeloischer Zellen induzieren 
und koodinieren (1-3). Insbesondere ist hIL-4 an der IgE-medi- 
ierten Immunreakti on beteiligt und beschleunigt direkt die 
Proliferation von Thymocyten und aktivierten T-Zellen. Man 
konnte ein hochaffines IL-4-Rezeptorprotei n mit Mr 140 000 
identif izieren, welches gemas seiner cDNA-Sequenz aus 800 Amino- 
saureresten besteht (4). Dieses gehort zu einer kurzlich be- 
schriebenen Gruppe von Rezeptoren, die man als Hamatopoieti n-Re- 
zeptor-Superf ami 1 i e bezei chnet ( 5 ) . 

Die Aminosauresequenz des re i fen IL-4 besteht aus 129 Resten, 
wenn man die klonierte cDNA (6) zugrundelegt . Die cDNA ist in E. 
coli (7, 8) und Hefe (9) exprimiert worden. Aus diesen Quellen 
kann rekombinantes IL-4 mit hoher biologischer Aktivitat gewon- 
nen werden. 
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Die Rolle des Interleukin 4bei allergischen Prozessen laBt hof- 
fen, daS Substanzen, die lnterleukin-4-vermittel te Prozesse in- 
hibieren oder mit dem hIL-4 konkurrieren, die krankheitsauslo- 
sende Reakti onskette unterbrechen. 

Es ist deshalb Aufgabe der Erfindung, therapeutische Mittel zur 
Verfugung zu stellen, deren aktive Bestandteile Antagonisten 
oder parti elle Agonisten des mensch lichen Interleukins 4 sind. 

In jiingster Zeit ist bereits ein monoclonal er Antikorper bekannt 
geworden, der gegenQber dem menschl i chen Interleukin-4 antago- 
nistische Ei genschaf ten aufweist (10). Dieser Antikorper enthalt 
ein Fab-Fragment und wird von einer Mensch-Mensch-Hybridomazell- 
linie produziert. Auch eine Hybridomazell inie aus Milzzellen ei- 
ner gegen (nicht-)gl ycosy 1 iertes menschl iches IL-4 immunisierten 
Ratte produziert monoclonale Antikorpergen hIL-4 (11). 

Die gestellte Aufgabe wurde vorl legend erf i ndungsgemaB dadurch 
gelost, da© therapeutische Mittel bereitgestel It werden, die 
Antagonisten oder partielle Agonisten des hIL-4 sind oder diese 
enthalten und dadurch gekennzeichnet sind, daS die Antagonisten 
oder partiellen Agonisten hIL-4-Mutantenprotei ne sind. Die wahl 
der erf indungsgemaBen therapeutischen Mittel hat den Vorteil, 
daB durch "genetic engineering" gezielt Proteine hergestellt 
werden kSnnen, die durch ihre Ahnlichkeit mit dem Wildtyp hIL-4. 
mit diesem in Konkurrenz bei der Besetzung des hIl-4-Rezeptors 
treten . 

Es ist weiterhin Aufgabe der Erfindung, hIL-4.-Mutantenproteine 
sowie Verfahren zur deren Herstellung bereitzustel len. 

hIL-4 laBt sich als rekombinates Protein (rhIL-4) gentechnolo- 
gisch, z. B. in E. col i , erzeugen. Das dabei gebildete Protein 
laBt sich sol ubi 1 isieren , renaturieren und isolieren. Das rHIL-4 
besitzt dann eine hohe spezifische biologische Aktivitat, die z. 
B. durch Messung der DNA-Synthese/Prol if eration von aktivierten 
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T-Zellen Oder der CD23 Expression von aktivierten B-Zellen be- 
stimmt warden kann (siehe z. B. Kruse, N. et al . (1991) FEBS 
Lett. 286. 58-60; Kikutani, H. et al . ( 1986) Cell 47 . 657-665). 

t 

Erf indungsgemaG wurde nun ein Verfahren konzipiert, mit dem sich 
Mutantenproteine des hIL-4-Wi Idtyps produzieren lassen, welche 
die Ei genschaften von hIL-4 Antagoni sten Oder partiellen hIL-4 
Agonisten besitzen. Besonders die Antagonisten des hIL-4 bieten 
die Moglichkeit, spezifisch die Wirkung des hIL-4 zu hemmen . 
Dazu wird 

- cDNA , die einen DNA-Bereich umfaSt, der den maturen Bereich 
von hIL-4 kodiert, einer gezielten Ol i gonucl eoti d-Mutagenese 
(site-directed mutagenesis) derart unterworfen, dafi an der 
oder den gewunschten Position(en) eine ausgewahlte andere der 
moglichen natur lichen Aminosauren exprimiert wird, oder durch 
ein Stop-Kodon ein Abbruch der Pol ypeptidkette erzeugt wird, 

- der DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 
kodiert, in einen Expressi onsvektor integriert, 

- der gebildete Hybri d-Vektor in E. coli eingesetzt und 

- das hIL-4-Mutantenprotei n exprimiert und gegebenenf al 1 s iso- 
1 iert . 

Zur Beschaffung von cDNA, die einen DNA-Bereich umfaSt, der den 
maturen Bereich von hIL-4 kodiert, oder die den maturen Bereich 
von hll— 4 kodiert, wird auf (6) und die dort angefuhrte Litera- 
tur verwiesen. Im vorliegenden Zusammenhang werden unter " cDNA , 
die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert" auch cDNAs verstan- 

< den, die bei etwa gleicher Anzahl von Basenpaaren Mutanten der 

konkret im genannten Stand der Technik angegebenen cDNA darstel- 

5 len, sofern die damit vorzusehenden hIL-4-Mutei ne ebenfalls 

Antagonisten oder partielle Agonisten sind. 
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Hinsichtlich der Durchnumerierung des den maturen Bereich von 
hIL-4 kodierenden DNA-Bereichs wird hier Garr, C. et al . 
(Biochemistry (1991) 1515-1523) gefolgt. 

cDNA, die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert, kann durch das 
Ausschneiden eines EcoRV/BamHI-Fragment aus einer gentechnolo- 
gisch hergestellten cDNA (z. B. von Britisch Bio-Technology 
Ltd., Oxford, England) gewonnen werden. Das DNA-Fragment wird 
unter Zusatz von synthetischen Oligonucleotide^ z.B. 
5 ' -CATGCACAAGTGCGAT und 5 * - ATCGCACTTGTG , welche die ersten 4 
Aminosaure-Kodons von Interleukin-4 und zusatzlich das Kodon fur 
das Start-Methionin enthalten, zwischen einen Expressionsvektor 
integriert, beispielsweise zwischen die Ncol- und BamHI-Schni tt- 
stellen des Express ions vektors R T3 pRC 109 (12). 

Die site-directed-mutagenesis kann gemSB Kramer et al . durchge- 
fQhrt werden (Nucleic Acids Research (1984) 1£, 9441-9455; Cell 

(1984) 879-887; und Boehringer-Mannheim-Prospekt, Bio- 
chemicals for Molecular Biology (1987) 35 etc., siehe auch (12). 
Das zur Mutagenese verwendete 01 igonucleotid kann etwa 6 bis 10 
Basen vor und etwa 6 bis 10 Basen hinter der (den) zu andernden 
Base(n) enthalten. 

Der Fachmann ist auch mit dem Herausschneiden des den mutierten 
maturen Bereich von hIL-4 kodierenden DNA-Bereichs aus dem Vek- 
tor, dem OberfOhren in einen Expressionsvektor, dem Einsetzen in 
E. coli sowie dem Exprimieren des hIL-4-Mutantenproteins und ih- 
rer fakultativen Isolierung vertraut (McCarthy et al . ; Gene 
(1986) £i, 201-206; Kato et al . ; Biochem. Biophys, Res- Commun 

(1985) 130 . 692-699), wobei Modif i kationen (12) moglich sind. 

Gemas einer speziellen Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaBen 
Verfahrens baut man in die cDNA, die den DNA-Bereich umfaSt, der 
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den maturen Bereich von hIL-4 kodiert, DNA fur ein Ini ti ator-Me- 
thionin ein, bevor man die gezielte 01 i gonucl eoti dmutagenese 
durchfuhrt. 

GemaB einer weiteren speziellen Ausf uhrungsf orm kann man den 
DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 ko- 
diert, aus der cDNA-Mutante als NcoI/BamHI-Fragment heraus- 
schneiden. 

Vorzugsweise verwendet man fur die Expression einen temperatur- 
regulierten Expressionsvektor , beispielsweise pILA502 (ohne 
1 inksstandigen 1 ambda-Promotor und Poly linker) und/oder einen 
gangigen E. coli-Stamm als Host, beispielsweise JM103 ( recA - ) . 
Fur pILA502 vergleiche man Schauder et al . (Gene (1987) 279- 
283). Weitere geeignete Expressionsverf ahren lassen sich von 
Pharmacia beziehen ( "Prokaryoti c Gene Fusion Vektors"). Der E. 
coli Stamm JM103 last sich gleichfalls von Pharmacia beziehen. 

GemaB einer weiteren Ausf uhrungs-form betrifft die Erfindung eine 
hIL-4-Mutante des Wildtyps, bei der im Bereich der Position 124 
Tyr gegen Asp ausgetauscht ist. 

Nachstehend wird die Erfindung durch zwei Beispiele naher erlau- 
tert . 



Beispiel 1 

Es wurde cONA, die den maturen Bereich von hIL-4 und ein Initia- 
tor-Methionin kodierte, einer gezielten 01 i gonucleoti d-Mutage- 
nese gemaB Kramer et al . unterworfen, Das synthetische 01 i go- 
nucl eot id umfaBte 6 Basen vor und nach dem auszutauschenden 
Nucleotid und war mit Hilfe einer DNA-Synthese-Maschi ne herge- 
stellt worden (Applied Biosystems, Model! 380). Die auszutau- 
schende Stelle war Position 124 im C-terminalen , wahrschei nl i ch 
a-helicalen Bereich (Positionen 110 bis 129). Dabei wurde Tyr 
gegen Gly ausgetauscht. Die erhaltene Mutation wurde durch DNA- 
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Sequenzanalyse einzelstrangiger Bakteriophagen-DNA verif iziert. 
Die mutierte cDNA wurde als NcoI/BamHI-Fragment aus der doppel- 
strangigen viralen DNA herausgeschnitten und mit einem tempera- 
turregulierten Expressionsvektor kombiniert, der pILA502 mit de 
Ausnahme entsprach, daB der 1 inksstandige lambda-Promotor und 
der Polyl inker fehlten. Als Host wurde ein recA- Derivat des E. 
coli-Stammes JM103 verwendet. Die integrierte hIL-4-cDNA wurde 
sequenziert, um die Mutation zu bestatigen. Danach wurde der 
Stamm fur die Expression des Muteins eingesetzt. 

Nach Expression und Isolierung zeigte sich, da0 das Mutein 
(Y124-G) mit unveranderter Affinitat an den Rezeptor -fur hIL-4 
bindet. Die maximal induzierbare Proliferation von aktivierten 
peripheren T-Zellen betragt jedoch nur 10 - 20 % der durch hlL- 
4-Wildtyp induzierbaren Proliferation. Dies zeigt, daS Mutein 
Y124G die Ei genschaften eines partiellen Agonisten besitzt. 



Beispiel 2 

Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholt, daB bei der 
Position 124- Asp statt Tyr exprimiert wurde. Das isolierte 
Mutein Y124D zeigt sogar bei einer 1 uM Konzentrati on keine 
Aktivitat gegen aktivierte periphere T-Zellen. Es hemmt jedoch 
die Aktivitat des hIL-4-Wi Idtyps mit einer Hemmkonstante von 
etwa 600 pM. Dies zeigt, daB Mutein Y124D die Eigenschaften 
eines Antagonisten hat. Mutein Y124D hat eine kleine Restaktivi- 
tat bei der Induktion von CD23 auf aktivierte B-Zellen. Die 
maximal erreichbare Induktion betragt jedoch nur ca. 5 % der 
durch hIL-4--Wildtyp erreichbaren Induktion. Die Aktivitat des 
hIL-4-wi Idtyp wird in diesem System durch Mutein Y124D mit einer 
Hemmkonstante Ki von etwa 800 pM gehemmt. Mutein Y124D hat in 
dem B-Zell -System also die Eigenschaften eines sehr schwachen 
Agonisten. 
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Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholt, daS bei der 
> Position 121 Asp statt Arg exprimiert wurde. Das isolierte 

Mutein zeigte eine unveranderte Bindung an den hIL-4 Rezeptor. 
4 Die maximal induzierbare Proliferation von aktivierten periphe- 

ren T-Zellen betrug jedoch nur etwa 30 % der durch hIL-4-Wi 1 dtyp 
induzierbaren Proliferation. Dies zeigt, daS Mutein R 121 D die 
Ei genschaf ten eines partiellen Agonisten besitzt. 



Beisoiel 4 

Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholte, daS bei der 
Position 125 Asp statt Ser exprimiert wurde. Das isolierte 
Mutein S 125 D band mit unverSnderter Affinitat an den Rezeptor 
fur hIL-4. Die maximal i nduzierbare Pro! i f eration von aktivier- 
ten peripheren T-Zellen betragt jedoch nur etwa 35 % der durch 
hIL-4-Wi Idtyp induzierbaren Proliferation. 
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PATENTANSPROCHE 

v 

1. Therapeutische Mittel, die Antagoni sten oder partial le Ago- 
nisten des hIL-4 sind Oder diese enthalten, dadurch gekennzei ch- 
net, daB die Antagonisten Oder parti el Ten Agonisten hIL-4-Mutan- 
tenproteine sind. 

2. Therapeutische Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB in den hIL-4-Mutantenprotei nen an einer oder mehreren 
der Positionen 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127 Oder 128 
die dort natur 1 i cherwei se im Wildtyp auftretende(n) Amino- 
saure(n) gegen eine bzw. mehrere andere der moglichen naturli- 
chen Aminosauren ausgetauscht ist Oder die Pol ypeptidkette ab- 
bricht. 

3. Therapeutische Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB in den hIL-4-Mutantenprotei nen an Position 124 die dort 
natur 1 i cherwei se auftretende Aminosaure Tyrosin gegen eine an- 
dere der moglichen natur lichen Aminosauren ausgetauscht ist. 

4. Therapeutische Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzei Ch- 
rist, daB an Position 124 Tyrosin gegen Asparagi nsaure oder gegen 
GTycin ausgetauscht ist. 

5* hIL-4-Mutantenproteine, dadurch gekennzei chnet, daB an einer 
Oder mehreren der Positionen 120, 121, 122, 123, 125, 126, 127 
oder 128 und fakultativ zusatzlich an Position 124 die dort 
natur 1 i cherwei se auf tretende( n ) Ami nosaure( n ) gegen eine andere 
der moglichen natur lichen Aminosauren ausgetauscht ist oder die 
Pol ypepti dkette abbri cht . 

6. hIL-4-Mutantenproteine, dadurch gekennzei chnet, daB an Po- 
sition 124 die dort natur 1 i cherwei se auftretende Aminosaure Ty- 
rosin gegen eine andere der moglichen natur lichen Aminosauren, 
mit Ausnahme von Asparagi nsaure , ausgetauscht ist. 
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7. hIL-4-Mutantenprotein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB Tyrosin gegen Glycin ausgetauscht ist. 

8. verfahren zum Herstellen von hIL-4-Mutantenproteinen nach ei- 
nem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man 

- cDNA, die einen DNA-Bereich umfaBt, der den maturen Bereich 
von hIL-4 kodiert, einer gezielten 01 i gonucleoti d-Mutagenese 
(site-directed-mutagenisis) derart unterwirft, daB an der oder 
den gewunschten Position(en) eine ausgewahlte andere der m6g- 
lichen naturlichen Aminosauren exprimiert w.ird, 

- den DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 
kodiert, in einen Express ionsvektor einsetzt, 

- den gebildeten Hybrid-Vektor in E. coli, Hefe oder einer ande- 
ren Eucaryontenzelle einfuhrt und 

- die hIL-4-Mutantenproteine exprimiert und gegebenenfalls iso- 

liert. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man in 
die cDNA, die den DNA-Bereich umfaBt, der den maturen Bereich 
von hIL-4 kodiert, DNA fur ein initiator-Methionin einbaut, be- 
vor man die gezielte Ol i gonucleoti d-Mutagenese durchfOhrt. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB man den DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von 
hIL-4 kodiert, aus dem Ve.ktor als NcoI/BamHI-Fragment heraus- 
schneidet. 

11. verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man einen temperatur-regul ierten Ex- 
pressionsvektor, beispielsweise pILA 502 (ohne 1 inksstandigen 
lambda-Promotor und Polyl inker) und/oder den modif i zierten E. 
coli Stamm JM103 (recA-) als Host verwendet. 
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